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略語一覧 
ABCB1   ATP-binding cassette B1 
ChIP   chromatin immunoprecipitation 
CYP3A4  cytochrome P450 3A4 
DMSO   dimethyl sulfoxide 
DR   direct repeat 
ESE-3   epithelial-specific ETS factor family member 3 
GAPDH  glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
PXR   pregnane X receptor 
RIF   rifampicin 
RXR   retinoid X receptor 
LITAF   lipopolysaccharide-induced TNF factor 
EID1   EP300 interacting inhibitor of differentiation 
IRF8   interferon regulatory factor 8 
SUPT5H  suppressor of Ty5 homolog 
SRC   steroid receptor coactivator 
PGC   peroxisome proliferator-activated receptor γ coactivator 
HNF   hepatocyte nuclear factor 
CTR9   CTR9 Paf1/RNA polymeraseII complex component 
E2F7   E2F transcription factor 7 
NCoR   nuclear receptor corepressor 
SMRT   silencing mediator of retinoid and thyroid hormone receptors 
PCN   pregnenolone-16-carbonitrile  
PDEF   prostate derived Ets transcription factor 
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緒言 
 
ABCB1 は P-glycoprotein あるいは MDR1 とも呼ばれ、adenosine triphosphate (ATP) -binding 
cassette (ABC) transporter superfamily に属する薬物トランスポーターである [1]。ABCB1 は薬
物排泄トランスポーターとして、様々な疎水性化合物の細胞外への輸送を行う。ABCB1 は
生体内において、血液脳関門、血液神経関門、血液精巣関門、血液胎盤関門といった生理学
的に重要な器官に発現しており、有害な化合物を細胞外に排出することで、生体を保護して
いる [2]。また、ABCB1 は腸管上皮細胞の管腔側に高発現することが知られており、経口
投与された化合物の体内への吸収を抑制するため、医薬品のバイオアベイラビリティを低下
させる要因の一つとなっている [3]。そのため、腸管上皮における ABCB1 の発現変化は
ABCB1 の基質となる医薬品の体内動態や薬理作用を変化させる可能性がある。多くの医薬
品やステロイドホルモンは、腸管における ABCB1 の発現を上昇させることが知られている 
[4]。 例として、抗結核薬 rifampicin (RIF) は腸管上皮細胞における ABCB1 の mRNA およ
びタンパク質発現量を増加させることにより、経口投与されたジゴキシンの血漿中濃度を減
少させ、これによりジゴキシンの薬理作用が減弱することが知られている [5]。 
RIF による ABCB1 遺伝子の誘導は、RIF が核内受容体である pregnane X receptor (PXR, 
NR1I2) を活性化し、ABCB1 遺伝子の転写を活性化することによって引き起こされる [6]。
PXR は主に肝臓と腸管に発現していることが知られており [7]、RIF により活性化された
PXR は retinoid X receptor  (RXR) とヘテロダイマーを形成し、標的遺伝子上に存在する応
答配列に結合し標的遺伝子の転写活性化を引き起こす。ABCB1 遺伝子については、上流
–7970/–7011 の領域 (distal enhancer module) にいくつかの核内受容体の結合配列のクラスタ
ーが存在することが明らかになっており、その領域にある direct repeat 4 (DR4) 配列が RIF
による PXR を介した ABCB1 遺伝子の転写活性化に重要であることが報告されている [6]。
また、PXR は、臨床で使用される医薬品の半数以上の化合物の代謝に関与する薬物代謝酵
素 cytochrome P450 3A4 (CYP3A4) の誘導にも関与していることが知られている [8]。PXR
を介した CYP3A4 遺伝子の転写活性化に関しては、近位プロモーターに存在する核内受容体
結合配列 (proximal PXR response element, prPXRE) および、上流–7836/–7607 の領域に存在す
る xenobiotic-responsive enhancer module (XREM) 配列を介して生じることが明らかになって
いる [8, 9]。 
医薬品開発の過程において実施される非臨床研究においては、望ましくない薬物間相互作
用を予測および回避するために、候補化合物の ABCB1 遺伝子や CYP3A4 遺伝子に対する誘
導プロファイルを把握することが求められている [10]。これらの遺伝子の誘導能評価に関
しては、ヒト結腸癌由来細胞である LS180 細胞 およびヒト肝癌由来細胞である HepG2 細
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胞の 2 つの細胞株が、腸管および肝臓における PXR を介した誘導の in vitro 評価にそれぞれ
用いることができることが報告されている [11, 12]。 
本研究では、RIF による ABCB1 および CYP3A4 の mRNA 発現量への影響を LS180 細胞
および HepG2 細胞を用いて解析し、CYP3A4 が両細胞において誘導される一方で、ABCB1
の誘導は LS180 細胞でのみ認められることを見出した。両細胞間における PXR の発現量が
同等であることから、RIF による ABCB1 遺伝子の細胞間の誘導プロファイルの違いに PXR
とは別の要因が関与していると仮説をたて、両細胞間における ABCB1 の誘導プロファイル
の差異に関与する遺伝子領域および転写因子を同定することを試みた。両細胞の cDNA を用
いたサブトラクションで抽出されたLS180細胞選択的発現遺伝子の中から、epithelial-specific 
ETS factor family member 3 (ESE-3) という転写因子に着目し、更なる解析を実施した。レポ
ータージーンアッセイ、chromatin immunoprecipitation (ChIP) assay,  shRNA-based knockdown 
assay による解析から、LS180 細胞における RIF による ABCB1 遺伝子の誘導に ESE-3 が重要
な転写因子であることを示唆する結果を得た。 
第一章では、LS180 細胞と HepG2 細胞を用いて、ABCB1 遺伝子および CYP3A4 遺伝子の
mRNA発現に対するRIFの影響を解析するとともに、ABCB1遺伝子の誘導に関与するPXR、
RXRおよび既知の PXR のコファクターの両細胞における発現量と ABCB1 遺伝子の RIF に
よる発現誘導との関係を解析した。 
第二章では、LS180 細胞と HepG2 細胞における RIF による ABCB1 遺伝子の転写活性化作
用の差に起因する遺伝子領域および転写因子を同定するため、ABCB1 遺伝子上流の distal 
enhancer module に関するレポータージーンアッセイおよび cDNA サブトラクションによる
LS180 細胞選択的発現因子の網羅的解析を行った。 
第三章では、cDNA サブトラクションにより同定された ESE-3 に関して、作用メカニズム
を明らかにするため、ESE-3 が作用する ABCB1 遺伝子領域および、ABCB1 遺伝子転写活性
化作用に必要な ESE-3 のドメインの解析を行った。 
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 第一章 結腸癌由来細胞株と肝癌由来細胞株におけるABCB1遺伝子発現のRIF応答性 
 
 第一節 序文 
 
 医薬品の非臨床研究において、ABCB1 遺伝子や CYP3A4 遺伝子に対する誘導能評価の
in vitro 汎用系として、ヒト結腸癌由来 LS180 細胞およびヒト肝癌由来 HepG2 細胞の 2 つの
細胞株が、それぞれ腸管および肝臓における PXR を介した誘導評価に有用であることが報
告されている [11, 12]。 
本章では上記の2つの細胞株を用い、RIFによるABCB1遺伝子およびCYP3A4遺伝子の誘導
作用を検証した。その結果、両細胞間でABCB1遺伝子の誘導プロファイルに差異が存在する
ことを見出した。 
核内受容体による転写調節は、コファクターと呼ばれる転写調節因子との相互作用で制御
されることが知られている。PXRによる転写活性化は、hepatocyte nuclear factor 4 (HNF4)、
steroid receptor coactivator 1 (SRC1)、SRC2、SRC3およびperoxisome proliferator-activated 
receptor γ coactivator 1 (PGC1) といったコアクチベーターにより促進される [13-17]。一方、
nuclear receptor corepressor (NCoR) やsilencing mediator of retinoid and thyroid hormone 
receptors (SMRT) といったコリプレッサーは、PXRによる転写活性化を抑制する [18, 19]。
本章では、両細胞間で認められたRIFによるABCB1遺伝子の誘導における差異が、PXR、
RXRおよびコファクターの発現量と関連するかを検討した。 
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 第二節 実験材料および実験方法 
 
1. 試薬 
 
全ての試薬は市販のものを用いた。PCRに用いたプライマーはGENSET (京都)、Invitrogen 
(Carlsbad, CA, USA) あるいはファスマック (神奈川) のいずれかに依頼して合成した。 
 
2. 細胞培養 
 
ヒト結腸癌由来細胞株であるLS180細胞は大日本住友製薬 (大阪) より購入した。ヒト肝癌
由来細胞株であるHepG2細胞は東北大学加齢医学研究所附属医用細胞センター (仙台) より
御恵与賜った。LS180細胞はminimum essential medium (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
USA) に、HepG2細胞はDulbecco’s modified Eagle’s medium (Thermo Fisher Scientific) に、そ
れぞれ10%非働化fetal bovine serum (Sanko Junyaku, Tokyo, Japan)、100 U/mL penicillin G and 
100 µg/ml streptomycin (Thermo Fisher Scientific) を加えたものを培地として、5%CO2/95%空
気を気相とした37℃のincubatorで培養した。  
 
3. Real-time PCR  
 
3-1.  RIF曝露 
1×106 cellsのLS180細胞およびHepG2細胞を60-mm dish (Greiner bio one, Frichenhausen, 
Germany) にそれぞれ播種した。24時間培養後に培地を除去し、10 M RIF (和光純薬、大阪)
を含む培地を添加した。RIFはdimethyl sulfoxide (DMSO) に溶解し、溶媒の最終濃度は0.1%
とした。コントロールとして、0.1%DMSOを含む培地を曝露した。 
 
3.2 Total RNAの抽出および逆転写反応 
 RIF曝露から48時間後にFast Pure RNA kit (タカラバイオ, 滋賀) を用いてTotal RNAの抽出
を行った。抽出されたTotal RNAにゲノムDNAの混入がないことをGo Taq Green Master Mix 
(Promega, Madison, WI, USA) お よ び Table 1 に 示 す ヒ ト glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (GAPDH) 遺伝子に対するプライマーを用いたPCRにより確認し、High 
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) および付
属のrandom hexamerを用いてcDNAの合成を行った。 
 
3.3 Real-time PCR 
合成されたcDNAを鋳型とし、KAPA SYBR Fast ABI Prism 1000 (KAPA Biosystems, Woburn, 
MA) もしくはABI Prism 7000/7900 Sequence Detection System (Thermo Fisher Scientific) を用
いてreal-time PCRを行った。ABCB1, CYP3A4, PXRのmRNA発現量解析はTaqMan Gene 
Expression Assays (Thermo Fisher Scientific, ヒトABCB1; Hs00184500_m1, ヒトCYP3A4; 
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Hs00604506_m1, ヒトPXR; Hs00243666_m1) をそれぞれ用いた。HNF4、SRC1、SRC2、SRC3、
PGC1、NCoRおよびSMRTのmRNA発現量解析はTable 1のプライマーおよびPower SYBR 
Green PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific) を用いたreal-time PCRにより解析した。また、
ヒトGAPDHに対するTaqMan probe (Thermo Fisher Scientific) を用いてGAPDHのmRNA発現
量を解析し、各遺伝子のmRNA発現量補正に用いた。PCRの条件としては、95℃で10分間の
pre-heating後、95℃で15秒のdenaturing、60℃で1分のannealingおよびelongationを50サイクル
行った。 
Table 1  Sequences of primers used in RT-PCR or real-time PCR   
Gene Forward Primer (5’ to 3’) Reverse Primer (5’ to 3’) 
GAPDH TGCACCACCAACTGCTTA GGATGCAGGGATGATGTTC 
RXR GCGCCATCGTCCTCTTTAAC GAGCTTAGCGAACCTTCCCG 
HNF4 GTGGGCCAAGTACATCCCAG TAGTCATTGCCTAGGAGCAGC 
SRC1 CACAGGCCTCTACTGCAACC GAACCTGTTGCACCTGTAGAGCA 
SRC2 CCGACCCGAGCCGATTTCTC TGCGCTTTCTTGTCTCTGCC 
SRC3 TGGTTAGCCAGTTGCTGATGT TCCCGTCTCCGTTTTTCACC 
PGC1 CACAGTCGCAGTCACAACAC GAACCCTTGGGGTCATTTGG 
NCoR TCCTGTGGAGCAGAAACACC GGCTGGTTATACAGTGGCAGT 
SMRT GAACACCCACAACCGGAATG AGGTCATAAGGCCTGTTCCG 
 
4 プラスミドDNAベクターの作製 
 
4.1 転写因子発現ベクターの作製 
 PXR発現ベクター  (PXR/pT) はヒトPXR遺伝子の翻訳領域  (GenBank accession no. 
NM_003889) をpTARGET Vector (pT, Promega) に挿入したものを用いた [20]。 
 
4.2 ABCB1遺伝子レポーターベクターの作製 
 ABCB1遺伝子 (GenBank Accession No. NG_011513) の5’上流領域を組み込んだレポーター
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ベクター (pGL3P-disABCB1) は、以下の方法で作製した。ABCB1遺伝子5’上流に存在する
distal enhancer moduleを含む領域 (-7988/-6980) を増幅するため、Human Genomic DNA 
(Promega) を鋳型とし、Table 2に示す1st プライマーおよびPrimeSTAR HS polymerase (タカラ
バイオ) 用いてPCRを行った。PCR反応は、98℃で2分間のpre-heating後、98℃で10秒間の
denaturing、50℃で15秒間のannealing、72℃で1分10秒間のelongationを40サイクル行い、最後
に72℃で10分間のelongationを行った。PCR産物は電気泳動により分離精製した。  
精製したPCR産物を鋳型とし、Table 2に示す制限酵素認識配列を付加した2ndプライマーお
よびPrimeSTAR HS polymerase (タカラバイオ) を用いて再度PCRを行い、distal enhancer領域 
(-7970/-7011) を増幅した。PCR反応は、98℃で2分間のpre-heating後、98℃で10秒間の
denaturing、55℃で15秒間のannealing、72℃で1分10秒間のelongationを40サイクル行い、最後
に72℃で10分間のelongationを行った。PCR産物は電気泳動により分離精製した。 
精製したdistal enhancer module領域のPCR産物をKpnIおよびMluI (タカラバイオ) で制限酵
素処理し、電気泳動により分離精製した。精製したDNA断片は、pGL3-Promoter Vector 
(Promega) をKpnIおよびMluIにより制限酵素処理し、電気泳動により分離精製したものと
Ligation Convenience Kit (Toyobo) を用いて ligationした。Ligation産物を用いて JM109 
competent cell を transformation し、 GenElute Plasmid MiniPrep Kit (SIGMA, Taufkirchen, 
Germany) を用いてプラスミドDNA (pGL3-disABCB1) を精製した。 
 
Table 2 Oligonucleotides used for the preparation of pGL3P-disABCB1 reporter vector 
Name of construct  Sequences (5’ > 3’) 
disABCB1 1st  sense: CCAACTGTTCATTGGTCTGCTAG 
 antisense:  TTAAAGGTGAAAACGATTAGGAT 
disABCB1 2nd  sense:  TCATggtaccGCTAGCAGTGTTTCTTGT 
 antisense: ATAAacgcgtCATATAAGGCAACTGTTTTGTT 
The recognition sites for restriction enzymes are indicated by small letters. 
 
4.3 CYP3A4遺伝子レポーターベクターの作製 
 CYP3A4遺伝子のレポーターベクター  (pGL3-XREM/prPXRE) はヒトCYP3A4遺伝子
(GenBank accession no. NM_017460) の5’上流領域に存在する2つのPXR結合領域 (XREMお
よびprPXRE) をpGL3-Basic Vector (Promega) に挿入したものを用いた [20]。 
 
4.4 Die terminator cycle sequence  
 作製したプラスミドDNAの塩基配列はCycle Sequencing with Quick Start Kit (Beckman 
Coulter, Fulleton, CA, USA) を用いてcycle sequencing反応を行い、CEQ2000XL DNA analysis 
system (Beckman Coulter) により確認した。 
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5 レポータージーンアッセイ 
 
5.1 Transfection 
 細胞へのベクター導入は、reverse transfection法により行った。レポーターベクター
(pGL3P-disABCB1、pGL3-XREM/prPXRE) 70 ng/well, 転写因子発現ベクター (PXR/pT, pT) 10 
ng/wellおよび内部標準ベクター (pcDNA1.2/lacZ, Invitrogen) 60 ng/wellをLS180細胞の場合は
Lipofectamine LTX 0.3L/wellおよびPLUS Reagent 0.1 L/well (共にinvitrogen) と、HepG2細
胞の場合はTrans-IT LT1 (Mirus, Madison, WI, USA) 0.3 L/wellと混合した後、LS180細胞 (8
×104 cells/well) あるいはHepG2細胞 (4×104 cells/well) と共に48-well plate (Greiner bio-one) 
に播種した。 
 
5.2 RIF曝露 
 24時間培養後に培地を除去し、10 M RIFを含む培地を添加した。RIFはdimethyl sulfoxide 
(DMSO) に溶解し、溶媒の最終濃度は0.1%とした。コントロールとして、0.1%DMSOを含む
培地を曝露した。 
 
5.3 ルシフェラーゼ活性および-ガラクトシダーゼ活性の測定 
RIFを曝露してから24時間後の細胞をDulbecco’s PBS(-) (日水製薬、東京) で洗浄した後、
Passive Lysis Buffer (Promega) 100 Lにより細胞を溶解した。 
得られた上清を用いて以下の活性測定を行った。ルシフェラーゼ活性はDual Luciferase 
Reporter Assay System (Promega) を用いてGlomax 20/20n Luminometer (Promega) により測定
した。-ガラクトシダーゼ活性は-Gal Assay Kit (invitrogen) を用いて吸光度測定はマイクロ
プレートリーダーMTP-450 (コロナ電気、茨城 ) あるいはUltraspec 4000 UV/Visible 
spectrophotometer (Pharmacia Biotech, Cambridge, UK) により測定した。レポーター活性は、
ホタルルシフェラーゼ活性を-ガラクトシダーゼ活性で補正することにより求めた。 
 
6  統計解析 
 
統計解析はStatcel (OMS, 東京) を用いて行った。二群の比較に関しては、Student’s t test も
しくはWelche’s t-testにより解析した。多群間の比較に関しては、ANOVA解析の後、Tukey 
Kramer もしくはScheffe’s F testにより解析した。P < 0.05 を統計学的に有意な差とした。 
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 第三節 実験結果 
 
1 ABCB1 mRNAおよびCYP3A4 mRNAのRIFによる発現変動 
 
 LS180細胞およびHepG2細胞において、RIF曝露によるABCB1およびCYP3A4のmRNAの発
現量変化をreal-time PCRにより解析した。その結果、RIF曝露により、LS180細胞における
ABCB1 mRNAの発現は5倍以上に増加したが、HepG2細胞におけるABCB1 mRNA発現量には
変化が認められなかった (Fig. 1A)。一方で、CYP3A4 mRNAはどちらの細胞においてもRIF
曝露による発現増加が認められた (Fig. 1B)。 
 
 
 
Fig. 1. Induction of ABCB1 and CYP3A4 mRNA in LS180 and HepG2 cells. 
LS180 and HepG2 cells were treated with RIF (10 µM) or a vehicle (0.1% DMSO) for 48 h and used 
to isolate total RNA for quantitative real-time PCR analysis. The levels of mRNA expression were 
normalized by GAPDH mRNA levels and expressed as fold induction relative to the levels in cells 
treated with a vehicle alone. Data are expressed as means ± S.D. of three separate experiments, each 
performed in triplicate. **p < 0.01 and ***p < 0.001 compared with the value in cells treated with a 
vehicle. 
 
 
2 ABCB1遺伝子のRIFによる転写活性化 
 
 LS180細胞およびHepG2細胞において、RIF曝露がABCB1遺伝子の転写活性化に与える影響
を明らかにするため、ABCB1遺伝子上流に存在するdistal enhancer moduleを含む領域を組み
込んだレポーターベクター (pGL3P-disABCB1) を両細胞に導入し、RIF曝露によるABCB1遺
伝子の転写活性化への影響を解析した。その結果、Fig. 1で認められたABCB1 mRNA発現量
変化と同様に、RIF曝露により、LS180細胞におけるABCB1遺伝子の転写活性化は認められ
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たが、HepG2細胞におけるABCB1遺伝子の転写活性化は認められなかった (Fig. 2A)。一方で、
CYP3A4遺伝子のPXR応答配列を組み込んだレポーターベクター(pGL3-XREM/prPXRE) を
用いた場合、どちらの細胞においてもRIF曝露による転写活性化が認められた (Fig. 2B)。 
 
 
Fig. 2. Transactivation of ABCB1 and CYP3A4 gene in LS180 and HepG2 cells. 
pGL3P-disABCB1 or pGL3-XREM/prPXRE were transiently transfected into LS180 cells and 
HepG2 cells. The cells were treated with RIF (10 µM) or a vehicle (0.1% DMSO) for 24 h. 
Luciferase activities were normalized with -galactosidase activities. Fold induction represents the 
ratio of the activities in RIF-treated cells transfected with a PXR expression vector to those in 
vehicle-treated cells transfected with an empty vector. Data are expressed as means ± S.D. of three 
separate experiments, each performed in triplicate. *p < 0.05 and **p < 0.01 compared with the 
value in cells treated with a vehicle. 
 
3  LS180細胞およびHepG2細胞におけるPXR関連転写因子の発現 
 
 Fig. 1およびFig. 2で得られたLS180細胞およびHepG2細胞におけるABCB1 mRNAの誘導お
よびABCB1遺伝子の転写活性化に差異を生じた原因を明らかにするため、両細胞における
PXRおよびRXRのmRNA発現量の解析を行った。その結果、PXRに関しては両細胞間で有
意な発現量の違いは認められなかった。RXRに関してはわずかにHepG2細胞において有意
に発現が高いことが明らかとなった (Fig. 3)。 
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Fig. 3. Expression of A) PXR and B) RXRmRNA in LS180 and HepG2 cells. 
Total RNA was isolated from LS180 and HepG2 cells for quantitative real-time PCR analysis. The 
levels of mRNA expression of PXR and RXRwere normalized by GAPDH mRNA levels. Data are 
expressed as means ± S.D. of three separate experiments, each performed in triplicate.  
 
次に、両細胞におけるPXRのコアクチベーター (HNF4、SRC1、SRC2、SRC3、PGC1)の
mRNA発現量の解析を行った。その結果、SRC2に関しては両細胞間で有意な発現量の違い
は認められなかった。その一方で、HNF4、SRC1、SRC3およびPGC1に関してはHepG2細
胞において有意に発現が高いことが明らかとなった (Fig. 4)。 
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Fig. 4. Expression of co-activators of PXR in LS180 and HepG2 cells. 
Total RNA was isolated from LS180 and HepG2 cells for quantitative real-time PCR analysis. The 
levels of mRNA expression were normalized by GAPDH mRNA levels. Data are expressed as means 
± S.D. of three separate experiments, each performed in triplicate.  
 
 
両細胞におけるPXRのコリプレッサー (NCoR、SMRT) についてもmRNA発現量の解析を行
った。その結果、どちらの因子に関しても、LS180細胞において有意に発現が高いことが明
らかとなった (Fig. 5)。 
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Fig. 5. Expression of co-repressors of PXR in LS180 and HepG2 cells. 
Total RNA was isolated from LS180 and HepG2 cells for quantitative real-time PCR analysis. The 
levels of mRNA expression were normalized by GAPDH mRNA levels. Data are expressed as means 
± S.D. of three separate experiments, each performed in triplicate.  
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 第四節 考察 
 
 PXRのリガンドであるRIFによるABCB1遺伝子の誘導は、HepG2細胞では認められず、
LS180細胞で認められた (Fig. 1A)。両細胞ではほぼ等量のPXR mRNAの発現が認められ 
(Fig. 3A)、PXRの代表的な標的遺伝子の一つであるCYP3A4遺伝子のRIFによる誘導は両細胞
株で認められることから (Fig. 1B)、ABCB1遺伝子のRIFによる誘導の有無は、PXRの発現の
有無および発現量では規定されず、別の要因が関与していることが示唆された。 
 ABCB1 mRNAのRIFによる誘導がLS180細胞のみに認められたことと同様に (Fig. 1A)、
ABCB1遺伝子上流に存在するdistal enhancer moduleを組み込んだレポーターベクターを用い
たレポータージーンアッセイにおいてもRIFによるレポーター活性の上昇はLS180細胞のみ
に認められた (Fig. 2A)。このことから、ABCB1遺伝子のRIFによる誘導の細胞間における差
異は、distal enhancer moduleを介して生じていることが示唆された。また、ABCB1遺伝子の
RIFによる誘導の細胞間差が、一過性発現させたレポーターベクターを用いた解析において
認められたことから、この細胞間における誘導の差異は転写レベルで生じており、DNAメ
チル化やヒストンアセチル化といったゲノムDNAのエピジェネティックな制御が関与する
可能性は低いと考えられた。 
 両細胞におけるPXR、RXRおよびPXRのコファクターの発現量比較では、PXRおよび
SRC2の発現量は両細胞間で同等であり (Fig. 3, 4)、これらの因子の発現量がABCB1遺伝子の
誘導における細胞間差の原因となる可能性は小さいことが示唆された。また、NCoRおよび
SMRTの発現量は LS180細胞で高く、RXR、HNF4、SRC1、SRC3およびPGC1の発現量
はHepG2細胞で高いことが明らかとなった (Fig. 3, 4, 5)。この結果は、抑制因子の発現が
LS180細胞で高く、活性化因子の発現がHepG2細胞で高いことを示しており、RIFによる
ABCB1遺伝子の誘導がLS180細胞でのみ認められるという結果と矛盾する。したがって、
LS180細胞とHepG2細胞間で認められたABCB1遺伝子のRIFによる誘導の差異に関しては、
PXR、RXRおよびPXRのコファクターの発現量の違いでは説明ができず、その他の因子が
関与している可能性が示唆された。 
以上より、本章ではABCB1遺伝子およびCYP3A4遺伝子の誘導評価に汎用される結腸癌由
来細胞株であるLS180細胞および肝癌由来細胞株であるHepG2細胞を用い、RIFによるABCB1
遺伝子のmRNA発現量の誘導およびdistal enhancer module内の領域を介した転写活性化が、
LS180細胞において選択的に認められることを明らかにした。また、両細胞におけるABCB1
遺伝子の誘導の差異は、PXR、RXRおよび既知のPXRのコファクターのmRNA発現量の差
異では説明できず、他の因子が関与する可能性が示唆された。 
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 第二章 結腸癌由来細胞株と肝癌由来細胞株におけるABCB1遺伝子の転写活性化の差異に
寄与する遺伝子領域および新規転写活性化因子ESE-3の同定 
 
 第一節 序文 
 
 第一章の結果より、RIFによるABCB1遺伝子のmRNA発現量の誘導およびABCB1遺伝子の
転写活性化は、LS180細胞において選択的に認められ、HepG2細胞においては認められない
ことが示された。また、ABCB1遺伝子上流のdistal enhancer moduleを組み込んだレポーター
ベクターのRIFによる転写活性化において、LS180細胞とHepG2細胞の間で誘導に差異が認め
られたことから、distal enhancer module中に存在する特定の領域を介して、両細胞間のABCB1
遺伝子の誘導の差異が生じていることが示唆された。さらに、両細胞におけるABCB1遺伝子
の転写活性化の差異は、PXR、RXRおよび既知のPXRのコファクターのmRNA発現量の差
異以外の要因により生じている可能性が示唆された。 
 本章では、distal enhancer moduleの領域に欠失および変異を導入したレポーターベクター
を用いてdeletion assayおよびmutation assayを行い、LS180細胞とHepG2細胞間で認められる
ABCB1遺伝子の誘導の差異に寄与する遺伝子領域の同定を行った。また、細胞間のABCB1
遺伝子の誘導の差異の原因となる因子を同定するために、LS180細胞選択的に発現する遺伝
子をcDNAサブトラクションにより網羅的に解析した。得られた候補遺伝子に関して、両細
胞におけるmRNA発現量、PXRとの共発現によるABCB1遺伝子の転写活性化への影響および
shRNAを用いたノックダウンによるABCB1遺伝子の発現誘導への影響を解析し、ABCB1遺伝
子の誘導の差異に関与する新規因子を同定した。 
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 第二節 実験材料および実験方法 
 
1. 試薬 
 
第一章と同じものを使用した。 
 
2. 細胞培養 
 
第一章と同様に行った。 
 
3 プラスミドDNAベクターの作製 
 
3.1 ABCB1遺伝子のdeletion/mutationレポーターベクターの作製 
第一章で使用したpGL3P-disABCB1から、Table 3に記載のプライマーを用いたinverse PCR
法により、4種のdeletionコンストラクト (-7970/-7868, -7311/-7011, -7663/-7311、および 
-7853/-7730) を作製した。Mutationコンストラクトに関しては、Table 3に記載のプライマー
を用いて site direct mutagenesis 法により pGL3P-disABCB1 に存在する DR4 (I) 配列
(5’-AGGTCAAGTTAGTTCA-3’, -7868/-7853) お よ び DR4 (II, III) 配 列  (5 ’
-AGTTCATTTGAGATTAAACAAGTTCA-3’, -7838/-7813) を5’-AGaaCAAGTTAGaaCA-3’ 
および 5’-AGaaCATTTGAGATggAACAAGTTtt-3’の配列になるように変異させ、それぞ
れpDR4 (I) mt、 pDR4 (II, III) mtとした。 小文字は、変異導入箇所を示す。また、 pDR4 (I) 
mt に 存 在 す る DR4 (II, III) 配 列 を pDR4 (II, III) mt と 同 様 の
5’-AGaaCATTTGAGATggAACAAGTTtt-3’に変異導入することにより、pDR4 (I, II, III) mtを作
製した。 
 
3.2 転写因子発現ベクターの作製 
 ヒト小腸由来total RNA (Clontech, Mountain View, CA) から調製されたcDNAおよび、Table 
3に記載の1st PCRプライマーを用い、EP300 interacting inhibitor of differentiation 1 (EID1)、
interferon regulatory factor 8 (IRF8) およびESE-3の翻訳領域を含む領域をPCRにより増幅した。
得られたDNA断片をさらにTable 3に記載の2nd PCRプライマーを用いたnested PCR法により
増幅した。得られたDNA断片をEID1およびIRF8に関してはKpnIおよびNotIを用いて、ESE-3
に関してはMluIおよびKpnIを用いてそれぞれ制限酵素処理し、pTARGET Vectorに組み込む
ことで、EID1/pT、IRF8/pTおよびESE-3/pTベクターを作製した。作製したプラスミドDNA
の塩基配列は第一章と同じ方法で確認した。 
 
Table 3 Oligonucleotides used for the preparation of deletion and mutated constructs of the 
pGL3P-disABCB1 reporter vector and expression vectors of EID1, IRF8 or ESE-3 
19 
 
Name of construct  Sequences (5’ > 3’) 
-7970/-7868 sense: CATTGAACTAAC TTGACCTTGC 
 antisense:  GGTACCTATCGATAGAGAAATG 
-7311/-7011 sense:  ACGCGTGCTAGCCCGGGCT 
 antisense: ATAACCAAACCCTTTGCCCT 
-7663/-7311 sense:  CAATCTGTTTGGTGCTAAAGC 
 antisense:  ATAACCAAACCCTTTGCCCT 
-7853/-7730 sense:  AGGATTGTTCCAACCAAATATG 
 antisense:  GCAAGGTCAAGTTAGTTCAATG 
pDR4 (I) mt sense:  GTGAACGTTACCTCATTGttCTAACTTGttCTTGC 
  antisense:  TCACTTATTTCTTTAGAACACTTAGTATTATTTCA 
pDR4 (II, III) mt sense:  TggAACAAGTTttAAGTCTATGAATCATAAAACGA 
 antisense:  TCTCAAATGttCTCTCTCCCAGGAGCAA 
EID1 1st sense: CCTAGAGGTTGAGCGGTTTGCAC 
 antisense: GTTTCCTCCTCTTTTAACAGCATC 
IRF8 1st sense: AGCGCGGCAGCAAGCGTGGGAACG 
 antisense: CAAGCGACGCACTTAGACGGTGA 
ESE-3 1st sense: TTTCCCACCCAGAATCTTTAGG 
 antisense: CACCTCCCTTGACGAAGCCATA 
EID1 2nd  sense: CATGGTACCGCCACCATGTCGGAAATGGCTGAGTTG 
 antisense: CATGCGGCCGCCTACTCTCTATCAATAATCTC 
IRF8 2nd  sense: CATGGTACCGCCACCATGTGTGACCGGAATGGTGG 
 antisense: CATCGCGGCCGCTTAGACGGTGATCTGTTGG 
ESE-3 2nd  sense: TTAGACGCGTGAGATCATGATTCTGGAAGGA 
 antisense: ATTGGGTACCTCAGTTTTCATTTTCTCTCCAT 
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The mutagenic sites are indicated by small letters. 
 
4 レポータージーンアッセイ 
 
 レポーターベクターとしてpGL3P-disABCB1、-7970/-7868, -7311/-7011, -7663/-7311、
-7853/-7730、 pDR4 (I) mt、 pDR4 (II, III) mtおよびpDR4 (I, II, III) mt、サブトラクション因
子発現ベクターとしてESE-3/pT, EID1/pT, IRF8/pT, pT 5-100 ng/well を用いた以外は第一章
と同じ方法で行った。 
 
5 cDNAサブトラクション 
Oligotex™-dT30 <Super> mRNA Purification kit (from Total RNA) (TaKaRa) を用いて添付書
に記載の方法に従いLS180細胞およびHepG2細胞よりmRNAの抽出と精製を行った。その後、
HepG2細胞と比較してLS180細胞に高発現する遺伝子を単離するため、LS180細胞由来の
mRNAをtester RNA、HepG2細胞由来のmRNAをdriver RNAとしてPCR-select cDNA subtraction 
kit (Clontech) の添付書に記載の方法によりcDNAサブトラクションを行った。サブトラクシ
ョン効果は、ハウスキーピング遺伝子であるGAPDHがサブトラクションにより減少するこ
と、およびLS180細胞に高発現することが知られているvitamin D receptorがサブトラクショ
ンにより濃縮されることにより判断した。単離されたLS180細胞選択的発現遺伝子クローン
の塩基配列は、第一章と同じ方法で解析した。 
 
6 Real-time PCR 
ESE-3のmRNA発現量解析にTaqMan Gene Expression Assays (Thermo Fisher Scientific, 
Hs00171917_m1) を用い、ESE-3以外のcDNAサブトラクションにより単離された遺伝子の発
現量解析にTable 4に示したprimerとPower SYBR Green PCR Master Mix (Thermo Fisher 
Scientific) を用いた以外は第一章と同じ方法で解析した。  
Table 4  Sequences of primers used in real-time PCR   
Gene Forward Primer (5’ to 3’) Reverse Primer (5’ to 3’) 
CTR9 GCCATTTCCGTTACCACGTC TGGCTCCTAGGCGCAAATAG 
E2F7 AAGAACAAGGATCAGGTGGCT GCACCACTCTCTTACTGGCA 
EID1 GGTTGAGCGGTTTGCACAAT GCCAGGCATCACATCCATCT 
IRF8 TGATCAAAAGGAGCCCTTCCC CACCATCTGGGAGAATGCTGA 
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LITAF CCTAGGCCTGACCCCTCC CCGACATTTTACCCAGCACC 
SUPT5H GCTTCATTCTGGACGAGGCT TGGAGGCTTCAATCTCTTCTTTC 
 
7 Western blot 
LS180細胞およびHepG2細胞の核抽出物を30 g/laneで15% SDS-ポリアクリルアミドゲル
で泳動し、ニトロセルロース膜に転写した。転写後の膜を3%BSA含有PBSにより常温で1時
間ブロッキングした後、 1次抗体としてrat anti-human ESE-3 IgG (1:500 dilution, clone 5A5.5, 
Thermo Fisher Scientific Inc. Fremont, CA) もしくはmouse anti-human -actin IgG (1:500 
dilution, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) を用いて4℃で一晩反応させた。その後、2次抗体とし
てhorseradish peroxidase-conjugated anti-rat IgG (1:2000 dilution, sc-2006, Santa Cruz Biotech, 
Santa Cruz, CA) あるいはanti-mouse IgG (1:5000 dilution, Sigma-Aldrich) を常温、1時間反応さ
せた。タンパク質のバンドは、ECL Western Blotting Analyses system (GE Healthcare, Piscataway, 
NJ) およびLAS-1000 plus (Fujifilm, Tokyo, Japan) を用いて検出した。 
 
8 shRNAを用いたESE-3ノックダウンLS180細胞の作製 
ESE-3およびgreen fluorescent protein (GFP) に対する shRNAをchrontech RNAi Target 
sequence selector (http://bioinfo.clontech.com/rnaidesigner/sirnaSequenceDesignInit.do) を用いて
設計した。設計したshRNAの配列をTable 5に示す。shRNAを BamHI およびHindIIIで制限酵
素処理し、pBAsi-hU6 Pur vector (Promega) に組み込むことでそれぞれのshRNA発現ベクター
を作製した。作製したshRNA発現ベクターをLS180細胞にLipofectamine LTXを用いて遺伝子
導入し、24時間後に3 μg/mLの puromycin (Thermo Fisher Scientific) を含む選択培地に交換し
た。 得られたPuromycin耐性株を ESE-3 sh#1, ESE-3 sh#2およびcontrol shとした。 
 
 
Table 5 Sequences of shRNA 
Name of shRNA        Sequence(5’ > 3’) 
ESE-3 sh#1 
TAATACGACTCACTATAGGGGGATCCGTGCAGAGTCACCTGATATGTTCAAGAGACATATC
AGGTGACTCTGCATTTTTTAAGCTTCATGGTCATAGCTGTT 
 
ESE-3 sh#2 
22 
 
TAATACGACTCACTATAGGGGGATCCGACAGCTACTCCACGTGCAATGTTTTTCAAGAGA
AAACATTGCACGTGGAGTAGCTGTCTTTTTTAAGCTTCATGGTCATAGCTGTT 
 
control sh 
TAATACGACTCACTATAGGGGGATCCGAACTATACAAATAAATGTCCTTCAAGAGAGGACA
TTTATTTGTATAGTTCTTTTTTAAGCTTCATGGTCATAGCTGTT 
 
 
 
9  統計解析 
 
第一章と同じ方法で行った。 
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 第三節 実験結果 
 
1 ABCB1遺伝子distal enhancer moduleのdeletion/mutation assay 
 
 LS180細胞およびHepG2細胞において、pGL3P-disABCB1からdistal enhancer muduleの領域
を部分的に欠失させたdeletionベクター(-7970/-7868, -7311/-7011, -7663/-7311、および 
-7853/-7730) を用いてRIFによる転写活性化を解析した。Distal enhancer moduleおよびDR4
配列の位置関係をFig. 6Aに示す。LS180細胞におけるRIFによるABCB1遺伝子の転写活性化
は、 -7853/-7730の領域を欠失させることで完全に消失し、 -7970/-7868, -7311/-7011, 
-7663/-7311の領域の欠失では約35%の減少とわずかであった (Fig. 6B)。-7853/-7730の領域に
は、3つのDR4配列が存在していたため、これらのDR4配列に変異を導入したベクター (pDR4 
(I) mt、 pDR4 (II, III) mt、pDR4 (I, II, III) mt) を用いて検討した。その結果、DR4配列への変
異導入によりLS180細胞における転写活性化が70%以上減少し、全てのDR4配列に変異をい
れたpDR4 (I, II, III) mtにおいて、転写活性化はABCB1遺伝子distal enhancer muduleを含まない
pGL3Pと同程度まで減少した (Fig. 6B)。HepG2細胞においては、いずれのベクターにおいて
も、RIFによる転写活性化は認められなかった。これらの結果から、LS180細胞におけるRIF
によるABCB1遺伝子の転写活性化は、DR4配列を介して起こることが示唆された。 
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Fig. 6. Nuclear receptor response elements in the distal enhancer module of the ABCB1 
geneand reporter activity of the distal enhancer module in the ABCB1 gene in LS180 and 
HepG2 cells.  
A) Numbers indicate positions with respect to the transcriptional start site of the ABCB1 gene as +1. 
Putative nuclear receptor half-sites marked by arrows denote the orientation. The white box indicates 
the functional DR4 (I) motif, which is necessary for transactivation by PXR/RXR heterodimers. 
Positions of DR4 (I), DR4 (II) and DR4 (III) motifs are shown by boxes. DR: direct repeat. B) 
Mutated sites are indicated by X. These reporter vectors were transiently transfected into LS180 cells 
(shaded columns) and HepG2 cells (open columns). The cells were treated with RIF (10 µM) or a 
vehicle (0.1% DMSO) for 24 h. Luciferase activities were normalized with galactosidase activities. 
Fold induction represents the ratio of the activities in RIF-treated cells transfected with a PXR 
expression vector to those in vehicle-treated cells transfected with an empty vector. Data are 
expressed as means ± S.D. of three separate experiments, each performed in triplicate. *p < 0.05 and 
**p < 0.01 compared with the value in cells transfected with pGL3P-disABCB1. 
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2 LS180細胞選択的発現因子の同定 
 Fig. 6の結果より、LS180細胞におけるABCB1遺伝子の転写活性化に関与する領域がDR4
配列であることが示唆されたが、第一章の結果から、DR4配列に結合するPXRとRXRの発現
は両細胞間でほぼ同等であることが示された。このことから、LS180細胞に選択的に発現す
るPXR以外の因子が、DR4配列を介してABCB1遺伝子の転写活性化に寄与していることが考
えられた。そこで、cDNAサブトラクションにより、HepG2細胞と比較してLS180細胞で選
択的に高発現する遺伝子を単離し、その中からABCB1遺伝子の転写活性化に関与する因子を
同定することとした。LS180細胞由来のmRNAをtester RNA, HepG2細胞由来のmRNAをdriver 
RNAとしてサブトラクションを行ったところ、Table 6に示される42個のLS180細胞選択的発
現因子が単離された。 
Table 6  Genes selectively expressed in LS180 compared to HepG2 cells 
transcription factor 
  Ctr9, Paf1/RNA polymerase II complex component 
  Epithelial specific ets factor 3 (ESE-3) 
  EP300 interacting inhibitor of differentiation  
  E2F transcription factor 7 
  interferon regulatory factor 8  
  lipopolysaccharide-induced TNF factor 
  suppressor of Ty5 homolog 
enzyme 
  acyl-Coenzyme A dehydrogenase 
  amine oxidase (flavin containing) domain 1 protein  
  APAF1 interacting protein  
  fatty acyl CoA reductase 2 
  F-box protein 15 isoform 2 
  glutathione S-transferase pi  
  tyrosine phosphatase, receptor type, D 
transporter, channel 
  amiloride-sensitive cation channel 2, neuronal  
  ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 1 polypeptide  
  family with sequence similarity 125B 
  solute carrier family 12 
  X-linked Kx blood group (McLeod syndrome) 
cancer progression 
CUB domain containing protein 1  
FXYD domain-containing ion transport regulator 3 
  melanoma antigen family A, 3 
immune response 
  CD44 antigen isoform 1 precursor  
  CD81 molecule  
  chemokine (C-X-C motif) ligand 3 
  interleukin 8 
  polymeric immunoglobulin receptor 
  semaphorin  3C 
signal transduction 
  CDC42 small effector 2  
  EPH receptor B2 
  family with sequence similarity 120A 
cellular function 
  cadherin 1, type 1, E-cadherin 
  death inducer-obliterator 1  
  microtubule-associated protein 7 
  mucin 13  
  myoferlin  
  ribosomal protein L32 
  Vinculin 
others 
  anterior gradient homolog 2 
  chromosome 6 open reading frame 115  
  PREDICTED: hypothetical protein 
LOC100133941 
PREDICTED: misc_RNA 
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次に、単離された遺伝子のうち、転写因子として報告がある7遺伝子［Ctr9, Paf1/RNA 
polymerase II complex component (CTR9)、 ESE-3、EID1、E2F transcription factor 7 (E2F7)、IRF8、
Lipopolysaccharide-induced TNF factor (LITAF)、Suppressor of Ty5 homolog (SUPT5H)］に関し
て、LS180細胞およびHepG2細胞におけるmRNA発現量を解析したところ、ESE-3、EID1、IRF8
がLS180細胞において高発現する遺伝子であることが明らかになった (Fig. 7)。他の4遺伝子
に関しては、両細胞間で同程度の発現を示したことからcDNAサブトラクションの偽陽性と
して単離された遺伝子であると考えられた。 
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Fig. 7. Expression of subtracted factor in LS180 and HepG2 cells. 
Total RNA was isolated from LS180 and HepG2 cells for quantitative real-time PCR analysis. The 
levels of mRNA expression were normalized by GAPDH mRNA levels. Data are expressed as means 
± S.D. of three separate experiments, each performed in triplicate. N.D.: not detected.  
 
3 LS180 細胞選択的発現因子による ABCB1 遺伝子の転写活性化作用 
LS180細胞で高発現することが確認された3種の転写因子に関して発現ベクターを作製し、
HepG2細胞にPXRと共発現させ、RIFによるpGL3-disABCB1ベクターの転写活性化への影響
を解析した。その結果、ESE-3のみが、PXRの共発現下においてRIFによるABCB1遺伝子の転
写活性化を示し、EID1および IRF8は、転写活性化に影響を与えないことが明らかとなった 
(Fig. 8)。 
 
 
 
Fig. 8.  Effects of exogenous expression of LS180 cells-enriched transcription factors on 
RIF-induced transactivation of ABCB1 genes in HepG2 cells. 
An expression vector of LS180 cells-enriched transcription factors was transiently transfected with 
the pGL3P-disABCB1 reporter vector into HepG2 cells. The cells were treated with RIF (10 µM) or 
a vehicle (0.1% DMSO) for 24 h, and luciferase and -galactosidase activities were determined. 
Luciferase activities were normalized with -galactosidase activities. Fold induction represents the 
ratio of the activities in RIF-treated cells transfected with PXR and LS180 cells-enriched 
transcription factor expression plasmids to those in vehicle-treated cells transfected with an empty 
vector. Data are expressed as means ± S.D. of three separate experiments, each performed in 
triplicate. **p < 0.01 compared with the value in vehicle-treated cells transfected with an empty 
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vector. 
 
 次に、HepG2細胞におけるABCB1遺伝子転写活性化作用に対するESE-3の用量依存性を明
らかにするため、HepG2細胞に異なる量のESE-3発現ベクターを導入し、ABCB1遺伝子の転
写活性化を解析した。その結果、ESE-3発現ベクターの導入量に依存した転写活性化の亢進
が認められ、その作用は遺伝子導入量50 ng/wellで飽和した (Fig. 9)。 
 
 
 
Fig. 9.  Dose-dependency of exogenous ESE-3 expression on RIF-induced transactivation of 
the ABCB1 gene.  
A reporter vector for the ABCB1 gene (pGL3P-disABCB1) was transiently transfected into HepG2 
cells. The cells were treated with RIF (10 µM) or a vehicle (0.1% DMSO) for 24 h, and luciferase 
and -galactosidase activities were determined. Luciferase activities were normalized with 
-galactosidase activities. Fold induction represents the ratio of the activities in RIF-treated cells 
transfected with the PXR expression vector to those in vehicle-treated cells transfected with an 
empty vector. Data are expressed as means ± S.D. of three separate experiments, each performed in 
triplicate. *p < 0.05 compared with the value in cells transfected with an empty expression vector. 
 
4 LS180細胞およびHepG2細胞におけるESE-3タンパク質発現 
ABCB1遺伝子の転写活性化作用が認められたESE-3に関して、LS180細胞およびHepG2細
胞から調製した核抽出物を用いてwestern blotを行った。LS180細胞ではESE-3のタンパク質
発現が認められたが、HepG2細胞では発現がほとんど認められなかった (Fig. 10)。 
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Fig. 10. Protein expression of ESE-3 in the nuclear extracts from LS180 and HepG2 cells. 
ESE-3 protein levels in the nuclear extracts from LS180 and HepG2 cells were determined by 
western blotting using anti-ESE-3 antibody. The expression of -actin were analyzed as loading 
control. 
 
5  ABCB1遺伝子およびCYP3A4遺伝子の転写活性化に対するESE-3の影響 
ESE-3がABCB1遺伝子の転写活性化を亢進させたことから、ESE-3がCYP3A4遺伝子の転写
活性化に及ぼす影響についても検討した。その結果、RIFによるABCB1遺伝子の転写活性化
はESE-3とPXRを共発現させた場合にのみ認められたのに対し (Fig. 11A)、CYP3A4遺伝子の
転写活性化は、PXRのみを発現させた場合においても強く認められ、ESE-3共発現による有
意な変化は認められなかった (Fig. 11B)。 
 
 
Fig. 11. Effect of exogenous ESE-3 expression on RIF-induced transactivation of A) ABCB1 and 
B) CYP3A4 genes in HepG2 cells.  
A reporter vector for the ABCB1 gene (pGL3P-disABCB1) or CYP3A4 gene 
(pGL3-XREM/prPXRE) was transiently transfected into HepG2 cells. The cells were treated with 
RIF (10 µM) or a vehicle (0.1% DMSO) for 24 h, and luciferase and -galactosidase activities were 
determined. Luciferase activities were normalized with -galactosidase activities. Data are shown as 
fold induction relative to activities in vehicle-treated cells transfected with an empty vector. Data are 
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expressed as means ± S.D. of three or four separate experiments, each performed in triplicate. *p < 
0.05 and **p < 0.01 compared with the value in vehicle-treated cells transfected with an empty 
vector. ††p < 0.01 compared with the value in cells transfected with an empty expression vector 
instead of the ESE-3 expression vector. 
 
 
 一方、内因性のESE-3を発現するLS180細胞ではESE-3の遺伝子導入が無い条件下において
もRIFによるABCB1遺伝子の転写活性化が認められ、ESE-3を遺伝子導入することによる更
なる転写活性化の亢進は認められなかった (Fig. 12)。 
 
 
Fig. 12.  Effect of exogenous ESE-3 expression on RIF-induced transactivation of ABCB1 gene 
in LS180 cells.  
A reporter vector for the ABCB1 gene (pGL3P-disABCB1) was transiently transfected into LS180 
cells. The cells were treated with RIF (10 µM) or a vehicle (0.1% DMSO) for 24 h, and luciferase 
and β-galactosidase activities were determined. Luciferase activities were normalized with 
β-galactosidase activities. Data are shown as fold induction relative to activities in vehicle-treated 
cells transfected with an empty vector. Data are expressed as mean ± S.D. of three or four separate 
experiments, each performed in triplicate. *p < 0.05 and **p < 0.01 compared with the value in 
vehicle-treated cells transfected with an empty vector. 
 
6  ESE-3ノックダウンによるABCB1遺伝子発現誘導への影響 
 LS180細胞に発現する内因性のESE-3がABCB1 mRNAの発現誘導に関与するかを明らか
にするため、ESE-3に対するshRNAを用いて、LS180細胞のESE-3をノックダウンした細胞株
を作製した。作製されたノックダウン株 (ESE-3 sh#1, #2) は、コントロールshRNA発現細胞 
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(control sh) および未処理細胞と比較して、ESE-3の発現が50-60%低下していた (Fig. 13A)。
これらの細胞にRIFを曝露し、ABCB1およびCYP3A4のmRNA発現を解析したところ、ABCB1
のmRNAのRIFによる誘導がESE-3ノックダウンにより有意に減少した一方で、CYP3A4 
mRNAの誘導は、ESE-3ノックダウンによる影響が認められなかった (Fig. 13B)。 
 
 
 
 
 
Fig. 13. Effect of shRNA on the expression of ESE-3 and PXR and effects of ESE-3 knock-down 
on induction of ABCB1 and CYP3A4 mRNA by RIF in LS180 cells.  
A) Total RNA was extracted from LS180 cells stably transfected with shRNA for ESE-3 (ESE-3 
sh#1, ESE-3 sh#2) or GFP shRNA (control sh) and native LS180 cells (no shRNA). The levels of 
mRNA expression were normalized by GAPDH mRNA levels. B) LS180 cells stably transfected 
with shRNA or native LS180 cells were treated with RIF (10 µM) or a vehicle (0.1% DMSO) for 48 
h and used for quantitative real-time PCR analysis. The levels of mRNA expression were normalized 
by GAPDH mRNA levels and expressed as fold induction relative to the levels in cells treated with a 
vehicle alone. Data are expressed as means ± S.D. of three separate experiments, each performed in 
triplicate. **p < 0.01 compared with no shRNA. ##p < 0.01 compared with control sh. 
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 第四節 考察 
 
第一章の結果から、ABCB1遺伝子のLS180細胞およびHepG2細胞における誘導の差異は、
ABCB1遺伝子上流に存在するdistal enhancer moduleを介した転写活性化の差異に起因するこ
とが示唆された。本章での検討により、distal enhancer module内のDR4配列を含む-7853/-7730
の領域を欠失させることで大幅な転写活性化の減少が認められたこと、DR4配列に変異を導
入することで転写活性化が完全に消失したことから (Fig. 6B)、LS180細胞およびHepG2細胞
の間で認められるABCB1遺伝子の転写活性化の差異は、DR4配列を介して生じていることが
示唆された。DR4配列はPXR/RXRヘテロダイマーの結合配列であるが、第一章で示したよ
うにPXR、RXRおよび既知のPXRのコファクターのmRNA発現量の差異では、両細胞にお
けるABCB1遺伝子の転写活性化の差異を説明することができない。これらのことより、PXR
を含む第一章で検討した因子以外の因子が、DR4配列を介して両細胞間におけるABCB1遺伝
子の転写活性化の差異に関与している可能性が考えられた。 
cDNAサブトラクションによりLS180細胞選択的発現遺伝子として同定された7種の転写
因子のうち、ESE-3のみがPXRと共発現させることにより、RIFによるABCB1遺伝子の転写活
性化を引き起こすことが明らかとなった (Fig. 8)。このRIFによるABCB1遺伝子の転写活性化
はHepG2細胞にPXRを発現させただけでは認められない。また、LS180細胞に高発現してい
る内因性ESE-3の発現をshRNAによりノックダウンしたところ、ABCB1 mRNAの誘導が減少
した (Fig. 13) 。これらの結果から、ESE-3がABCB1遺伝子のPXRを介した転写活性化に寄与
する因子であることが示唆された。 
これまでの報告では、LS180細胞に発現するPXRをノックダウンすることで、RIFによる
ABCB1遺伝子の誘導が大きく減少すること、およびPXRのノックアウトマウスでは、マウス
PXRの活性化剤であるpregnenolone-16-carbonitrile (PCN) の投与による腸管のabcb1a/bの誘
導が認められなくなることから、ABCB1遺伝子のRIFによる誘導にPXRが重要な因子である
ことが示唆されている [11, 21]。一方、今回のHepG2細胞を用いた検討では、ABCB1遺伝子
の転写活性化はESE-3とPXRの共発現により認められ、PXRのみあるいはESE-3のみの発現で
はABCB1遺伝子の転写活性化が起こらないことが明らかとなった (Fig. 11A)。このことから、
RIFによるABCB1遺伝子の転写活性化には、PXRとESE-3の両方が必要であることが示唆され
た。 
ESE-3はets転写因子ファミリーの一つであり、ヒトでは生理的条件下において、腸管上皮を
はじめとする上皮細胞に特異的な発現を示し、肝臓には発現が認められていない [22-24]。
この発現プロファイルは、結腸癌由来細胞株であるLS180細胞にESE-3が発現し、肝癌由来
細胞株であるHepG2細胞には発現しないという今回の結果と一致している (Fig.7B、Fig. 10)。
また、RIFによるABCB1遺伝子およびCYP3A4遺伝子の腸管および肝臓における誘導に関して
は、これまでに、ヒト腸切片において両遺伝子が同等レベルで誘導される一方 [25, 26]、ヒ
ト初代肝細胞や肝臓切片においてはCYP3A4mRNAの誘導に比べABCB1mRNAの誘導が小
さいことが報告されている [18, 27-31]。また、ラットにおいては、PXRリガンドである
dexamethasoneの投与により腸管におけるCYP3A1のmRNAおよびAbcb1a/bのmRNAの発現量
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が誘導されるのに対し、肝臓においてはCYP3A1 mRNAの発現が誘導され、Abcb1a/bのmRNA
は誘導されないことが報告されている [32]。また、マウスにおいても、PXRリガンドである
St. Johns wortの処理により、同様の結果が認められている [33]。これらのヒト組織由来試料
およびげっ歯類を用いた試験で報告されている結果は、今回得られた結腸癌由来細胞株
LS180細胞および、肝がん由来細胞株HepG2細胞における両遺伝子の誘導プロファイルと類
似した結果である。上述のESE-3の生理的条件下における発現プロファイルおよび、ヒト、
げっ歯類組織におけるABCB1遺伝子の誘導プロファイルに関する知見を合わせると、ESE-3
はLS180細胞とHepG2細胞におけるのABCB1遺伝子の誘導の差異だけでなく、ヒトやげっ歯
類の腸管および肝臓におけるABCB1遺伝子の誘導の差異にも関与している可能性が考えら
れる。 
LS180細胞においては、HepG2細胞とは異なり、ESE-3を遺伝子導入しない条件下でもRIF
によるABCB1遺伝子の転写活性化が認められ、ESE-3の遺伝子導入によるさらなる転写活性
化の亢進は認められなかった (Fig. 12)。LS180細胞には内因性のESE-3が高発現しているこ
とから、RIFによるABCB1遺伝子の転写活性化に十分なESE-3が存在していると考えられる。 
ESE-3による転写活性化作用は、ABCB1遺伝子に対して認められ、CYP3A4遺伝子に対して
は認められなかった (Fig. 11)。また、LS180細胞に発現している内因性ESE-3の発現をノッ
クダウンした場合にも、CYP3A4 mRNAの誘導には変化が認められなかった (Fig. 13B)。こ
れらのことから、ESE-3の作用には遺伝子選択性があり、ESE-3はABCB1遺伝子の転写活性
化には必要であるのに対し、CYP3A4遺伝子の転写活性化には必ずしも必要ではないことが
示された。今後、ESE-3がPXRによって制御される種々の遺伝子のうちどの遺伝子の転写を
活性化するかを検討することにより、ESE-3の遺伝子選択性を明らかにすることができると
思われる。 
 HepG2細胞では、CYP3A4遺伝子のmRNA発現量はRIFにより誘導されたが (第一章のFig. 
1B)、CYP3A4遺伝子のPXR応答領域を挿入したレポーター遺伝子の発現はPXRを遺伝子導入
した場合にのみ認められた (Fig. 11B)。同様に、ABCB1遺伝子のdistal enhancer moduleを挿入
したレポーター遺伝子の発現もPXRを遺伝子導入した場合にのみ認められた (Fig. 11A)。こ
のことは、HepG2細胞に存在する内因性PXR発現量は、内因性遺伝子の転写調節を行うには
十分であるが、多量に導入されたレポーター遺伝子の転写活性化には不足している可能性が
考えられた。 
以上より、本章ではLS180細胞とHepG2細胞におけるRIFによるABCB1遺伝子の誘導の差異
の原因となる遺伝子領域およびcDNAサブトラクションによるLS180細胞選択的発現因子の
探索を行い、ABCB1遺伝子上流のdistal enhancer module内に存在するDR4配列が重要である
ことおよび、転写因子ESE-3がABCB1遺伝子の転写活性化に関与することを明らかとした。 
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 第三章 ESE-3によるABCB1遺伝子の転写活性化メカニズム 
 
 第一節 序文 
 
 第二章の検討より、LS180細胞およびHepG2細胞を用いたcDNAサブトラクションにより
単離されたLS180細胞選択的発現因子の中から、ABCB1遺伝子の転写活性化に関与する因子
としてESE-3を同定した。 
 本章では、ESE-3がABCB1遺伝子の転写活性化を引き起こすメカニズムを明らかにするこ
とを目的として、1) ESE-3によるABCB1遺伝子の転写活性化に関与する応答配列の同定、2) 
ABCB1遺伝子の転写活性化に関与するESE-3の作用ドメインの同定、3) ESE-3のABCB1遺伝
子DR4配列への結合能について検討した。 
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 第二節 実験材料および実験方法 
 
1. 試薬 
 
第一章と同じものを使用した。 
 
2. 細胞培養 
 
第一章と同様に行った。 
 
3 プラスミドDNAベクターの作製 
 
3.1 作用ドメイン欠損型ESE-3発現ベクターの作製 
 第二章で作製したESE-3/pTベクターをテンプレートとして、Table 7に記載のプライマーを
用いたinverse PCRを行うことで、ESE-3に関する2つのドメイン欠失体 (PNTおよびETS) 
の発現ベクターを構築した。作製したプラスミドDNAの塩基配列は第一章と同じ方法で確
認した。 
 
Table 7 Oligonucleotides used for the preparation of deletion constructs of the ESE-3 
expression vector 
Name of construct  Sequences (5’ > 3’) 
ESE-3 PNT sense:  GCCAGTGCAGTAGTGACCTGTTC 
           antisense:  CATTGCACGTGGAGTAGCTGTC 
ESE-3 ETS sense:  GGGAAGAATGCCCGAGGATGGAGA 
 antisense:  TCTCGGGTTGTGCTTTTTGGTGT 
 
 
 
4 レポータージーンアッセイ 
 レポーターベクターとしてpGL3P-disABCB1、pDR4 (I) mt、 pDR4 (II, III) mtおよびpDR4 (I, 
II, III) mt、サブトラクション因子発現ベクターとしてESE-3/pT、 PNT /pT、ETS/pT、 pT 
50 ng/well を用いた以外は第一章と同じ方法で行った。 
 
 
 
36 
 
5 ChIPアッセイ 
 LS180細胞は10 MのRIFで24時間曝露した後に、PBSでwashした。その後、細胞を室温で
1%ホルムアルデヒドと5分間インキュベートすることにより、転写因子とDNAをクロスリン
クさせた。その後、0.125 Mのグリシンを添加することで反応を停止させ、セルスクレーパ
ーを用いて細胞を剥離した。回収した細胞を、超音波破砕装置UD-201 (TOMY SEIKO, 東京) 
を用いて出力2で15秒処理することで、クロマチンDNAを断片化した。25 gの断片化された
クロマチンを用い、ChIP-IT キット (Active Motif, 東京) およびanti-human ESE-3 IgGある
いはcontrol rat IgGを用いて添付書に記載の方法でChIPアッセイを行った。ただし、添付書
と異なる実験操作として、免疫沈降の前に、クロマチンDNAとprotein G agaroseを4℃で1.5
時間インキュベートし、その後protein G agaroseを除くことで、protein G agaroseに非特異的
に結合するDNAの除去を行った。免疫沈降後のサンプルは65℃で6時間インキュベーション
することで脱クロスリンクした後に、chromatin IP DNA Purification kit (Active Motif) を用い
てDNAを回収した。回収したDNAサンプルは、Power SYBR Green PCR Master Mix (Thermo 
Fisher Scientific) を用いたreal-time PCRにより解析した。PCRは、ABCB1遺伝子のDR4配列周
辺 (−7886/ −7730 )および、DR4配列を含まない領域 (-9889/ -9762 ) を増幅するプライマーを
用いて行った [34]。PCRの条件としては、95℃で10分間のpre-heating後、95℃で15秒の
denaturing、60℃で1分のannealingおよびelongationを50サイクル行った。 
 
6 統計解析 
 
第一章と同じ方法で行った。 
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 第三節 実験結果 
 
1 ESE-3によるABCB1遺伝子の転写活性化に関与する応答配列の同定 
 第二章における解析により、LS180細胞におけるABCB1遺伝子のRIFによる転写活性化が
distal enhancer moduleに存在するDR4配列を介して起こることが示された。そこで、HepG2
細胞におけるESE-3によるABCB1遺伝子の転写活性化がDR4配列を介しているかを
pGL3-disABCB1のDR4配列に変異導入したベクターを用いて検討した。その結果、HepG2細
胞において認められるESE-3を介したABCB1遺伝子の転写活性化は、DR4配列の変異により
完全に消失した (Fig. 14)。 
 
 
Fig. 14. Effects of mutations introduced to DR4 motifs of the ABCB1 gene on reporter activity 
in HepG2 cells transfected with ESE-3.  
Mutated sites are indicated by X. These reporter constructs were transiently transfected into HepG2 
cells. The cells were treated with RIF (10 µM) or a vehicle (0.1% DMSO) for 24 h, and luciferase 
and -galactosidase activities were determined. Luciferase activities were normalized with 
-galactosidase activities. Fold induction represents the ratio of the activities in RIF-treated cells 
transfected with PXR and ESE-3 expression vectors to those in vehicle-treated cells transfected with 
an empty vector. Data are expressed as means ± S.D. of three separate experiments, each performed 
in triplicate. **p < 0.01 compared with the value in cells transfected with pGL3P-disABCB1. 
 
2 ABCB1遺伝子の転写活性化に関与するESE-3の作用ドメインの同定 
ESE-3タンパク質のどの部分がABCB1遺伝子の転写活性化に重要であるかを明らかにする
ため、ESE-3中の機能ドメイン欠失体の発現ベクターを作製し、ABCB1遺伝子の転写活性化
作用への影響を検討した。ESE-3をはじめとしたets転写因子ファミリーは、転写活性化ドメ
インであるPNTドメインおよびDNA結合ドメインであるETSドメインを有することが知ら
れている [31]。今回の解析ではこれらドメインに着目し、それぞれのドメイン欠失体の発
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pDR4 (I) mt
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現ベクター (PNT/pTおよびETS/pT) を作製した。その結果、PNT ドメインとETSドメイ
ンのどちらの欠失によっても、ESE-3によるABCB1遺伝子の転写活性化は完全に消失した 
(Fig. 15)。 
 
 
 
Fig. 15  Effects of deletion in domains of ESE-3 on reporter activity in HepG2 cells.  
An intact or truncated ESE-3 expression vector was transiently transfected with the 
pGL3P-disABCB1 reporter vector into HepG2 cells. The cells were treated with RIF (10 µM) or a 
vehicle (0.1% DMSO) for 24 h, and luciferase and -galactosidase activities were determined. 
Luciferase activities were normalized with -galactosidase activities. Fold induction represents the 
ratio of the activities in RIF-treated cells transfected with PXR and ESE-3 expression plasmids to 
those in vehicle-treated cells transfected with an empty vector. Data are expressed as means ± S.D. of 
three separate experiments, each performed in triplicate. **p < 0.01 compared with the value in cells 
transfected with an intact ESE-3 expression vector. 
 
3 ESE-3のABCB1遺伝子DR4配列近傍への結合 
 ESE-3によるABCB1遺伝子の転写活性化がDR4配列の変異により消失し、ESE-3のDNA結
合ドメインがESE-3の作用に重要であることが示唆されたことから、ChIPアッセイにより
ESE-3のdistal enhancer module上のDR4配列を含む周辺領域への結合を検討した。RIFを曝露
したLS180細胞を用いてChIPアッセイを行ったところ、ESE-3のDR4配列周辺領域 (−7886/ 
−7730) への結合が認められた。その一方で、DR4配列を含まないABCB1遺伝子上流の領域 
(-9889/ -9762) への結合は認められなかった (Fig. 16)。 
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Fig. 16. Binding of ESE-3 on the DR4 cluster of the ABCB1 gene.  
Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assays were performed using sheared genomic DNA 
extracted from LS180 cells treated with RIF (10 µM) and each antibody. The DR4 cluster region 
(-7886/-7730) and control region (-9889/-9762) were amplified by quantitative real-time PCR 
analysis. Signals were normalized to input DNA. Data are expressed as means ± S.D. of three 
separate experiments, each performed in triplicate. **p < 0.01 versus control region of anti-ESE-3 
antibody. 
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 第四節 考察 
 
第二章において、LS180細胞およびHepG2細胞におけるRIFによるABCB1遺伝子の誘導の差
異に関与する因子としてESE-3を同定した。本章では、ESE-3の作用メカニズムを明らかに
するため、ESE-3が標的とするABCB1遺伝子上の配列、およびESE-3の作用に必要なドメイ
ンを解析した。 
HepG2細胞において、ESE-3およびPXRの共発現により認められるABCB1遺伝子の転写活
性化は、ABCB1遺伝子上流のdistal enhancer moduleに存在するDR4配列への変異導入により
完全に消失した (Fig. 14)。この結果は、LS180細胞におけるABCB1遺伝子の転写活性化にDR4
配列が関与することを明らかにした第二章の結果と一致した。このことは、LS180細胞にお
けるABCB1遺伝子の転写活性化と、ESE-3を導入したHepG2細胞におけるABCB1遺伝子の転
写活性化が、どちらもdistal enhancer moduleに存在するDR4配列を介していることを示唆し
ている。 
ESE-3によるABCB1遺伝子の転写活性化は、転写活性化ドメインであるPNTドメインの欠
失だけでなく、DNA結合ドメインであるETSドメインの欠失によっても認められた (Fig. 15)。
このことからESE-3によるABCB1遺伝子の転写活性化は、DNAへの結合を介して行われるこ
とが考えられた。また、ESE-3の作用がDR4配列に対する変異導入により消失すること (Fig. 
14) および、ChIPアッセイによりDR4配列周辺領域へのESE-3の結合が認められること (Fig. 
16) から、ESE-3はABCB1遺伝子上流のdistal enhancer moduleに存在するDR4配列への結合を
介して、ABCB1遺伝子の転写活性化を引き起こしている可能性が示唆された。 
ESE-3をはじめとするets転写因子ファミリーは、5’-GGAT/A-3’のコンセンサス配列を介し
てDNAに結合し、標的遺伝子の発現を調節することが知られている [35]。また、特定のパ
ートナータンパク質との相互作用により、本来のコンセンサス配列である5’-GGAT/A-3’とは
一塩基異なる5’-GGAG-3’配列への結合性を獲得することが報告されている [36, 37]。ABCB1
遺伝子のDR4配列の近傍には、5’-GGAT/A-3’配列ではなく、5’-GGAG-3’配列がDR4(I)と
DR4(II, III)の間に二か所存在している。このため、ESE-3はPXRと相互作用することで、
ABCB1遺伝子のDR4配列の近傍に存在する5’-GGAG-3’配列への結合が可能となり、
PXR/RXR/ESE-3の三量体形成を介して、ABCB1遺伝子を転写活性化した可能性が考えられ
る (Fig. 17)。 
 
41 
 
 
Fig. 17.  Binding model of ternary complex of PXR/RXR/ESE-3 to DR4 cluster located in 
distal enhancer module of the ABCB1 gene.  
The nucleotide positions are shown relative to the transcription start site of ABCB1 gene. Numbers 
indicate positions with respect to the transcriptional start site of the ABCB1 gene as +1. Putative 
nuclear receptor half-sites marked by arrows denote the orientation. DR: direct repeat. 
 
ESE-3がPXRを介したABCB1遺伝子の転写活性化を促進するメカニズムは明らかではない
が、以下の3つの可能性が考えられる。すなわち、1) ESE-3がPXRのDR4配列への結合親和性
を増加、もしくは結合を安定化させる可能性、2) ESE-3がコファクターのリクルートを促進
する可能性、3) ESE-3がコファクターとして機能し、PXRの転写活性を亢進させる可能性で
ある。これまでに、ets転写因子の一つであるprostate derived ets transcription factor (PDEF) が
アンドロゲン受容体による標的遺伝子の転写を協調的に活性化することが報告されている 
[38]。今後、ESE-3がPXRを介したABCB1遺伝子の転写活性化の詳細なメカニズムを明らか
にしていく必要がある。 
PXRはRIFをはじめとする外因性物質をリガンドとするだけでなく、内因性物質もリガン
ドとする [39]。したがって、今回明らかにしたESE-3によるABCB1遺伝子の転写活性化は、
外因性のPXRリガンドだけでなく、内因性リガンドによっても引き起こされる可能性がある。
リトコール酸などの胆汁酸は、PXRの内因性リガンドとして知られ、肝臓より分泌された胆
汁酸が腸管から吸収される際に、腸管粘膜細胞内でPXRの活性化を引き起こす [40]。生理的
条件下における腸管でのABCB1の発現の一部は、このような内因性PXRリガンドの曝露に
より維持されている可能性が考えられる。生理的条件下における腸管でのABCB1の発現維
持にESE-3とPXRが寄与している可能性については、ESE-3ノックアウトマウスを用いるこ
とで明らかにしていく必要がある。 
第二章の考察において、ESE-3はABCB1遺伝子のPXRを介した転写活性化に関与するが、
CYP3A4遺伝子のPXRを介した転写活性化には関与しないという遺伝子選択性に言及した。
本章の結果から、ESE-3によるABCB1遺伝子の転写活性化がDNA結合を介していると示唆さ
-7813
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れたことを考えあわせると、ABCB1遺伝子およびCYP3A4遺伝子のプロモーターあるいはエ
ンハンサー領域のDNA配列の違いがESE-3の遺伝子選択性を生じている可能性が考えられ
る。 
医薬品開発の非臨床試験では、望ましくない薬物間相互作用の有無を予測するため、候補
化合物によるABCB1遺伝子および (もしくは) CYP3A4遺伝子の誘導作用を解析する。本研究
の結果より、このような誘導解析の際は、ESE-3を発現する細胞を用い、ABCB1遺伝子と
CYP3A4遺伝子の両方について誘導作用の有無を明らかにすることが、候補化合物の誘導プ
ロファイルを見誤らないために重要であると考えられる。 
以上より、本章では、ESE-3が標的とするABCB1遺伝子上の配列、およびESE-3による転写
活性化作用に必要なドメインを同定し、ESE-3がABCB1遺伝子上流のDR4配列近傍への結合
を介して転写活性化を引き起こしていることを明らかにした。 
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総括 
 
1. ABCB1 遺伝子の RIF による誘導に、PXR の発現では説明できない結腸癌由来細胞株と
肝癌由来細胞株間での差異があることを見出した。 
 
2. 上記 ABCB1 遺伝子の誘導の差異は、ABCB1 遺伝子上流の distal enhancer module 上に存
在する DR4 配列を介して起こることを明らかにした。 
 
3. 上記 ABCB1 遺伝子の誘導の差異に関与する転写因子として、ESE-3 を同定した。 
 
4. RIF による ABCB1 遺伝子の転写活性化は、ESE-3 の ABCB1 遺伝子 DR4 配列近傍への結
合を介して引き起こされていることを明らかにした。 
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